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动态控制。近些年光散射仪器向着小型化、轻便化的方向发展 ,光散射技术不断得到改进 ,日益完善 ,不
仅用于地面实验 ,也应用于空间领域蛋白质晶体生长的研究中。
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The Application and Development of Laser Light Scattering
in the Investigation of Protein Crystal Growth
Xie Ying ,Dai Guoliang3
(National Microgravity Laboratory , Institute of Mechanics , Chinese Academy of Sciences , Beijing 100080)
Abstract 　Laser light scattering has been widely applied in crystal growth of macromolecule. It includes two dif2
ferent methods , static light scattering and dynamic light scattering. Static light scattering can measure the osmotic sec2
ond virial coefficient of protein solution. Dynamic light scattering allows for determination of the translational diffusion
coefficient and provides information about the size and distribution of molecules in solution. It can separate nucleation
and growth processes in protein crystallization. It also can be used to investigate aggregative behaviors and the kinetics
of crystallization in macromolecular systems. So the dynamical crystallization processes may be controlled. In the re2
cent years , laser light scattering instruments become portable and miniaturization. The technique grows gradually per2
fect. It is used not only in the terrene experiments , but in the space experiments of protein crystal growth.
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光散射技术广泛应用于生物、化学等方面的研究 ,尤其对蛋白质溶液晶体生长的研究 ,体现了
其独特的优势。近些年来 ,光散射技术有了很大的改进 ,不仅用于地面实验 ,在空间领域的蛋白质
晶体生长研究中也有了很多的应用。
随着重组 DNA 技术的发展和表达体系的完善 ,在过去的几年里 ,人们所知道的蛋白质的数目
有了很大增长 ,同时对蛋白质结构的研究也要求有可以获得高分辨率 X 射线衍射的蛋白质晶体。
这种情况迫使蛋白质晶体生长工作者必须对蛋白质晶体生长机理进行更透彻的研究 ,以便减少对
未知蛋白质生长条件探索的时间 ,生长出优质蛋白质晶体。光散射技术具有检测速度快、无破坏
性、测定方便[1 ]等优点 ,因此 ,从 1978 年开始就被应用于蛋白质晶体生长的研究中[2 ] 。
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光散射通常分为静态和动态光散射。静态光散射 (Static Light Scattering ,简称 SLS) ,可直接测量
蛋白质的分子量 ,获得蛋白质单体或聚合体的信息 ,也用于测定不同蛋白质的理想配比。动态光散
射 (Dynamic Light Scattering ,简称 DLS) ,主要可获得溶液中蛋白质粒子的流体力学半径及分布情况。
1 　原理
111 　静态光散射( SLS)
通过蛋白质溶液的渗透第二维里系数与结晶传导的关系[3 ,4 ]来判断晶体生长的可能性 ,获得蛋
白质之间相互作用的一个信息。渗透的第二维里系数由下式给出 :
Π = RTCP (1ΠMW + B22 Cp + ⋯)
　　其中 ,Π为渗透压 , Cp 为蛋白质溶液的浓度 (质量Π体积) , MW 为蛋白质的分子量 , B22为渗透的
第二维里系数 , R 为理想气体常数 , T 为绝对温度。
第二维里系数可以提供蛋白质2蛋白质间的相互作用和与结晶有关的行为。利用静态光散射 ,
还可以测定蛋白质溶液的渗透第二维里系数与 pH和电解质浓度的关系[5 ] ,如图 1。
图 1 　溶菌酶溶液渗透第二维里系数与 pH和电解质浓度的关系[5 ]




D1 = <Γ>Π2 K2
其中 , <Γ> 为平均衰减速率 , K为散射波矢量 , K = [4πnsin (θΠ2) ]Πλ,θ为散射角 ,λ为真空中入射
光的波长 , n 是散射介质的折射系数。
如果大分子有球状外形 ,它的流体力学半径 ( Rh )可以在无限稀释的条件下由 Stocks2Einstein 方
程给出 :
Rh = kTΠ6πηD1
其中 , k 为 Boltzmann 常数 ,η是溶剂粘度 , T 是绝对温度。
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在蛋白质晶体生长研究中 ,样品需要在 12000rΠmin 的离心机中离心几十分钟 ,取上层清液 ,再用孔
径 011～012μm 的滤膜过滤后置于散射池中[6 ] 。
图 2 　DLS 测量的含不同浓度 NaCl 的 25mg·mL - 1溶菌酶
溶液中的聚集体分布情况[14 ]
Fig. 2 　Distribution of aggregates in 25mg·mL - 1 lysozyme solution
with different NaCl concentrations measured by DLS[14 ]
1、2、3、4、5、6 分别代表 NaCl 浓度为





方法 ,在显微镜下可见晶体时 ,已经形成许多晶核[7 ] 。气相扩散 (vapour diffusion) 、渗析 (dialysis) 、批
量 (batch)等生长晶体的方法都不能将这两个阶段彻底的分离[9 ] 。从成核开始 ,蛋白质单体成为聚
集体 ,在光散射下观察时可发现蛋白质溶液的光散射强度增加[9 ] ,区分出了蛋白质结晶过程中的成
核和生长两个阶段[8 ] 。因此可以将溶液的一个或多个参数如温度、蛋白质浓度等调整到最佳以减
缓形成过饱和的速率 ,从而获得大的单晶 ,实现结晶过程的动态控制。另外利用光散射可以探测溶
液中蛋白质分子的不同状态 ,如探测蛋白质成核之前的状态[2 ,10 ]和蛋白质结晶[9 ,11 ] 。
212 　测定平动扩散系数 ,研究粒径变化











系 ,可得到何时稀释样品的信息[7 ] ,因此许多
实验室用该技术来测定稀释后的蛋白质样品
的单分散度[16 ,17 ] 。
DLS还用来研究溶液中分子的聚集行
为 ,提供分子或其聚合物的大小、形状和尺寸
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Mikol 等[9 ]探测了蛋白质结晶的动力学。Malkin 等[24 ]通过蛋白质的聚集、溶解与温度关系的动力学
观测 ,得到蛋白质沉淀剂浓度的平衡条件 ,从而获得蛋白质的溶解度相图。
213 　晶体与无定形沉淀的判断
DLS可以用于判断蛋白质溶液是趋于得到絮状沉淀还是生长出晶体[25 ] 。这一点也可以用 SLS




在 DLS发展中 ,人们不断地探索方法、设备的改进 ,使得这一技术越来越成熟。在光的散射过
程中 ,存在着复合光散射现象 ,即多次散射 ,而且粒子的浓度越高 ,复合散射越强 ,对数据的破坏性
也越强。美国 NASA Lewis 科研中心开发了一种高级技术发展方案 ,采用抑制复合散射的激光光散
射测定粒子大小 ,扩大了溶液的浓度范围 ,可以测定溶液中 3nm～3μm 的粒子。减小复合光散射的
一个方法是使样品在很强的复合散射的条件下模拟扩散过程的光子转移 ,扩散光子转移 ,扩散波谱
(Diffusing Wave Spectroscopy)技术[26]是广为熟知的方法。另外的方法就是运用互相关 (cross2correlation)
技术[27 , 28 ] ,从探测信号中分离单色散光 ,三维互相关 (3D cross2correlation) 设备可以在很不透明液体
中抑制复合光散射[29 ] 。另一个减小复合光散射的方法是在浓溶液中引入微小探针 ,与标准 DLS 相
比 ,用光纤发射光束探测散射光的小探针尺度明显变小[30 ] ,尤其在探测诸如蛋白质溶液成核这样
复杂的体系[31 ] ,这种微型仪器用处更为显著。这是由于蛋白质只有大量获得时才能满足传统 DLS
设备所需体积 ;过饱和度逐渐增加意味着存在一个一定程度上不透明的液体阶段 ,传统的 DLS 无
法检测到合理的信号。Ansari 等采用了光纤探针[32 ] 探测蛋白质的聚集、成核和结晶 ,得到了常规
DLS无法得到的结果。这种光纤探针除了传统的 DLS 性能 ,还可以进行小角度静态光散射。它利
用较低的激光功率 ,减小了通常的光学线性与振动隔离问题。这种探针也可与微型显微镜连用而
用于观察宏观蛋白质晶体。Ansari 等[32 ]详细介绍了这种光纤探针 ,并与传统的 DLS相比较 ,分析了
其优越性 ,如传统 DLS只能探测球状粒子稀溶液的性质 ,而光纤探针可以探测 35 %～40 %( wΠV)浓
度的结晶样品。
共振光散射技术是传统光散射技术的又一个进步 ,其广泛应用于研究大分子和小分子的不同
状态[33 ,34 ] ,从 1996 年发展至今 ,共振光散射广泛应用于溶液中核酸和蛋白质[35 ]的痕量研究 ,光散射
强度测定一般使用浊度仪 ,Pasternack 发展了应用普通荧光分析仪探测共振光散射[36 ,37 ] ,简化了检
测过程 ,并且灵敏度高 ,选择性好。Arsenazo2DBC 是一种稀土元素与其它金属离子的灵敏的颜色指
示剂[38 ] ,实验中发现蛋白质与 Arsenazo2DBC2Al 相互作用几乎不会导致 Arsenazo2DBC2Al 的吸收变
化 ,但是 Arsenazo2DBC2Al 信号提高到 410nm ,基于这一现象发展的共振光散射技术 ,可以用来有效
测定人体血清样品的蛋白质总体含量[39 ] 。





的晶体。重力对晶体生长的影响主要有两个方面 : (1)晶体生长过程中 ,由于重力作用 ,低密度溶液
上升 ,产生浓度梯度 ,密度梯度导致浮力产生瑞利对流 ;与之相关的是晶体邻近面的扰动 ,这种扰动
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在通过晶体表面时可能会产生不均匀生长 ,也可能在溶液中产生复杂成核点 ; (2) 溶液中晶体生长
隶属于沉降 ,重力条件下将导致晶体的不对称生长和共生。
空间蛋白质晶体生长实验最早开始于上世纪 80 年代中期。俄罗斯卫星 ( Photon 和 cosima2




光散射仪进行观察与研究[53 ] 。由于空间实验的特殊之处 ,需要进行实验的设备轻便小巧。NASA
发明了一种袖珍激光光散射设备 ,可采用静态或动态光散射技术进行微重力研究[54 ] 。目前 ,空间
蛋白质晶体生长设备中光散射仪基本已成标准配置 ,如 1994 年 2 月 ,NASA 的 STS60 蛋白质晶体生
长设备中装入了激光光散射仪 ,用以探测胰岛素晶体成核 ,所获得的光散射数据可以解释一些微重
力条件下对晶体成核的影响与变化[55 ] 。
在蛋白质研究领域 ,光散射技术得到广泛的应用 ,占据不可或缺的地位 ,但是我们也该看到它
的不足之处。作为一种技术 ,其自身需要在发展中不断更新、完善 ,而且它只能够用来表征蛋白质
的某一方面的性质 ,要全面的表征蛋白质 ,还必须与其它仪器 ,如原子力显微镜、共聚焦显微镜等共
同使用。
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